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ABSTRACT 
Resultaten ringonderzoek residuen van chlooramfenicol in ei 
Results interlaboratory study residues of chloramphenicol (CAP) in egg 
Report 91.37 september 1991 
H.J. Keukens 
State lnstitute tor Quality Control of Agricultural Products (RI KIL T-DLO) 
P.O. Box 230, 6700 AE Wageningen, the Netherlands 
1 figure, 4 annexes, 6 raferences 
A liquid chromatographic method tor the determination of chloramphenicol {CAP) residues in eggs 
at the 1 JJg/kg level was tested in an interlaboratory study. The method used is based on extraction 
with an organic solvent and sample clean up using a silica cartridge. The method earlier publishad 
by Nouws et al. was modified within our Iabaratory to made it applicable tor levels of 1 
JJg/kg. A pre-study was performed tor optimising the method in detail. The egg samples used in the 
precision study were prepared by diluting a positive egg sample trom a CAP treated laying hen with 
blank materiaL Two blank samples and two samples with CAP concentrations of ca. 1, 2 and 4 
JJg/kg had to be analysed in duplicate. The samples were random numbered tor each participant 
individually. Nineteen laboratories received 8 samples; saventeen laboratories participated in the 
study. 
The overall mean recovery was 70.1% with a coefficient of variation between the labs of 8.2% at the 
5 JJg/kg level. The overall mean reproducibility coefficient of variation for the 1, 2 and 4 JJg/kg 
samples were 31.4; 21.3 and 17.4% after the results per Iabaratory were corrected tor the recovery 
obtained within each series of samples. The mean concentrations found were 1.08; 1.85 and 3.91 
JJg/kg. The limit of detection, based on chromatograms of blank samples, was estimated to be 0.5 
JJg/kg. Four false positive results were observed on a total of 58 blank analyses. Two of them were 
reported by one lab tor one sample. Obviously, external contamination took place. 
At the level of 1 JJg/kg 6 false negative results were reported, including 2 results of a participant 
who reported negative results tor all samples. A second participant reported 3 false negative results. 
Both participants did not use the right HPLC parameters, so quantification of peakheights became 
ditticuit or impossible at the lowest level or at all levels. 
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Chlooramfenicol (CAP) wordt in de veterinaire praktijk gebruikt voor de behandeling van bacteriële 
infecties bij o.a. mestkalveren en slachtpluimvee. Al enkele jaren is bekend dat zelfs geringe 
hoeveelheden chlooramfenicol ernstige gezondheidsproblemen kunnen geven (Wallerstein et al., 
1 969). Daarom hebben diverse landen toleranties vastgesteld voor maximale residugehalten in vlees, 
ei en melk. Deze grenzen variëren van 1 tot 1 0 Jig/kg voor chlooramfenicol in ei. In Nederland waren 
verschillende vloeistofchromatografische (LC) methoden beschikbaar voor de bepaling van CAP in 
ei. Omdat er behoefte bestond aan een gevalideerde controlemethode waarmee 1 Jig/kg CAP in ei 
kon worden aangetoond, werden de methoden geëvalueerd door de subgroep "Antimicrobiële 
middelen• van de Overleggroep Residu Analyse (OAA). De door het RIKILT gemodificeerde methode 
van Nouws et al. werd gekozen voor het uitvoeren van een ringstudie. De methode omvat extractie 
van CAP uit mengei met een ethylacetaat-diethylether mengsel en zuivering van de organische fase 
over een silica Sep-Pak®. Na elutie van CAP met aceton wordt drooggedampt en vindt partitie plaats 
tussen water en tolueen. De waterige fase wordt geanalyseerd met •reverse phase• hogedrukvloei-
stofchromatografie gecombineerd met UV detectie bij 285 nm. Het gemiddelde terugvindingsper-
eentags van de methode bedraagt 71,7% (n=20; VC= 7,7%) bij toevoeging van 5 Jig CAP/kg ei en 
de detectiegrens bedraagt ca. 0,5 Jig/kg. 
Een oriënterend vooronderzoek werd uitgevoerd met 6 Nederlandse laboratoria die zich bezig 
houden met de controle van eiprodukten. Elk laboratorium kreeg 4 monsters vers ei toegestuurd 
welke resp. 0, 1, 5 en 1 0 Jig/kg CAP bevatten. De verkregen resultaten waren acceptabel. Naar 
aanleiding van dit vooronderzoek zijn no.g enkele wijzigingen in de werkwijze aangebracht. De 
belangrijkste wijziging was partitie van het waterige eindextract met tolueen in plaats van met 
hexaan. Hiermee werd een kleine interfererende component uit het extract verwijderd welke een piek 
in het chromatagram veroorzaakte welke overeen kwam met ca. 0,3 Jig/kg CAP wat niet acceptabel 
is bij een gewenste detectielimiet van 1 Jig/kg. 
Besloten werd om een precisie onderzoek te starten. Doel van het onderzoek was om na te gaan 
of de methode geschikt was voor het aantonen van 1 Jig/kg CAP in ei zijnde de laagste residu 
tolerantie welke op dat moment bekend was. 
Daarom werd de test uitgevoerd met monsters welke 0 tot 4 Jig/kg CAP in ei bevatten. 
De resultaten van dit onderzoek worden in dit rapport beschreven. 
5 
2 METHODE EN MATERIALEN 
2.1 Bereiding testmonsters 
De blanco eieren werden verkregen van het Centrum voor Onderzoek van Pluimvee "Het 
Spelderholt". Omdat er ook diverse buitenlandse laboratoria aan het ringonderzoek wilden 
deelnemen werd besloten om gevriesdroogde monsters aan de deelnemers ter beschikking te 
stellen. Voor de bereiding van positieve monsters werd gebruik gemaakt van een mengmonster 
van een aantal eieren van een met chlooramfenicol behandelde legkip. Het monster bevatte 201 
JJg/kg chlooramfenicol (n=7; VC=2,0%). 
Het mengmonster van de blanco eieren, eiwit plus eigeel, werd eerst geanalyseerd om de 
bruikbaarheid te testen. Vervolgens werden geschikte hoeveelheden blanco en positief materiaal 
gemengd waardoor globale gehalten verwacht werden zoals weergegeven is in tabel1 . De monsters 
zijn vervolgens gevriesdroogd. Het gehalte aan chlooramfenicol is zowel in de verse monsters, als 
in de gevriesdroogde monsters tenminste in zesvoud bepaald met de beschreven methode, 
enerzijds ter bepaling van het gehalte en anderzijds voor het vaststellen van de homogeniteit. 
Daarnaast is het percentage droge stof bepaald. Ook hiervan zijn de resultaten gegeven in 
tabel 1. 
2.2 Opzet van de ringstudie 
Bij een schriftelijke oriëntatie bleken in totaal 19 laboratoria geïnteresseerd in deelname. Deze waren 
afkomstig uit België, Duitsland, Engeland, Nederland, Oostenrijk en Zwitserland. Elk laboratorium 
ontving 8 testmonsters en een blanco oefenmonster. De testmonsters waren getrokken uit 4 
mengmonsters welke op basis van vers ei 0; 0, 9; 1 , 7 en 3, 9 JJg/kg CAP in ei bevatten (zie tabel 1). 
Elk monster werd in duplo in de serie opgenomen. De testmonsters werden per deelnemer random 
genummerd. De hoeveelheid monster was juist genoeg voor duploanalyse. De deelnemers kregen 
de opdracht om 5 g van de gevriesdroogde monsters te mengen met water, zodat weer de 
oorspronkelijke eindsamenstelling verkregen wordt en het verzoek om bij elke serie analyses een 
monster verrijkt met 5 JJg/kg CAP te analyseren. Dit alles conform een bijgeleverde instructie. Alle 
deelnemers ontvingen een kopie van de methode (bijlage A) , een instructie met betrekking tot 
monstervoorbereiding en •spike" procedure (bijlage B), een resultatenformulier (bijlage C) en een 
ontvangstformulier (bijlage D).AIIe resultaten, inclusief chromatagrammen en eventuele integrator 
resultaten moesten worden ingestuurd. Verzocht werd de monsters in duplo te analyseren. Van de 
19 laboratoria hebben er 17 resultaten ingezonden. Twee laboratoria bleken door capaciteitsproble-
men niet te kunnen deelnemen. Daarnaast was er nog 1 laboratorium dat niet de in bijlage 1 
genoemde HPLC methode heeft toegepast, maar de eigen GC/MS methode. De resultaten van dit 
laboratorium zijn buiten beschouwing gelaten. 
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2.3 Methode van onderzoek 
Voor de analysemethode wordt verwezen naar bijlage A van dit rapport. 
3 RESULTATEN EN DISCUSSIE 
De statistische evaluatie van de ringtest resultaten werd per niveau uitgevoerd volgens ISO 5725 
{1986). Met de Dixon's test werden uitbijters verwijderd. Voor elk niveau zijn per laboratorium 4 
resultaten gerapporteerd. Er is voor de berekeningen uitgegaan van de resultaten na correctie 
voor het terugvindingspercentage per serie monsters. 
3.1 Bereiding en analyse testmonsters 
Het vriesdrogen van de monsters bleek bijzonder succesvol. Het drogestof gehalte bleek zeer goed 
reproduceerbaar. Een monster van 2,5 kg dat voor het vriesdrogen verdeeld werd over 22 
monsterbakjes bleek een gemiddeld drogestof percentage te geven van 24,3%. De spreiding tussen 
het % OS van het eimengsel in de bakjes bleek bijzonder klein wat blijkt uit de zeer lage 
variatiecoëfficiënt {0,3%). Aanvankelijk bleek het een probleem om het gevriesdroogde produkt met 
water weer om te zetten in een homogeen eimengsel maar met de procedure zoals beschreven in 
bijlage B nl. na toevoeging van 15 mi water 15 seconden mengen op een "vibromixer• en 
aansluitend 5 minuten ultrasoon mengen was het mogelijk een homogeen mengsel te verkrijgen. 
Uit tabel 1 blijkt, dat het CAP-gehalte dat bepaald is in het gevriesdroogde ei goed overeenkomt 
met het gehalte bepaald in het verse uitgangsmateriaal en dat de gemiddelde variatiecoëfficiënt 
eerder lager dan hoger is voor het gevriesdroogd materiaal. 
3.2 Evaluatie bruto resultaten en chromatagrammen 
De deelnemers moesten resultaten insturen welke nog niet gecorrigeerd waren voor het 
terugvindingspercentage. Deze staan vermeld in tabel 2. Door het RIKILT-DLO zijn de resultaten 
gecorrigeerd voor het terugvindingspercentage per serie. De terugvindingspercentages bij een 
additieniveau van 5 J-lg/kg staan vermeld in tabel 3 en de resultaten na correctie voor recovery staan 
vermeld in tabel 4. Er is bij de berekeningen zoveel mogelijk uitgegaan van piekhoogten, zoals 
beschreven is in de methode. Lab 1 gaf zelf aan dat de eerste recovery {33%) mislukt was gezien 
de resultaten welke verkregen waren bij het testen van de methode. Daarom zijn de resultaten van 
de eerste en tweede serie voor lab. 1 gecorrigeerd voor de andere waarde nl. 60%. Overigens 
werden de waarden voor het terugvindingspercentage van lab. 1 bij toepassing van de Cochran's 
test aangeduid als een •straggler•. Deelnemer 5 rapporteerde voor alle monsters een gehalte van 
0, ondanks terugvindingspercentages van 80 en 90%. Deze deelnemer stuurde geen 
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chromatagrammen mee maar meldde wel niet de benodigde uitrusting te hebben voor het uitvoeren 
van de methode zoals deze beschreven is. Het is waarschijnlijk dat er sprake is geweest van een 
meetsysteem dat niet geschikt is voor meting van de lage CAP gehalten. In afwijking van het 
voorschrift was 20 f.ll in plaats van 1 00 f.ll geïnjecteerd en werd een kolom gebruikt met een interne 
diameter van 4 in plaats van 3 mm. Bij een •rangesetting• van 0,005 voor de detector lijkt meting 
niet mogelijk. De resultaten van deze deelnemer zijn daarom verder buiten beschouwing gelaten. 
Laboratorium 1 0 en 14 hadden ook problemen met het meten van monsters met een gehalte van 
ca. 1 f.lg/kg. Dit werd veroorzaakt door toepassing van een Diode Array detector. Vooral 
laboratorium 1 0 kon door een te laag ingestelde •sampling time• bij het 1 f.lg/kg niveau geen goede 
piekmeting uitvoeren, waardoor 3 waarnemingen onder de detectiegrens van dit lab terecht kwamen. 
Waar mogelijk zijn de resultaten van beide laboratoria wel meegenomen in de statistische evaluatie. 
Laboratorium 2 rapporteerde zelf dat bij de eerste serie analyses geen goede meetparameters 
gekozen waren, waardoor geen meetbare signalen verkregen waren. De tweede serie was wel 
geslaagd. De gerapporteerde resultaten (zie tabel 2) klopten echter geheel niet met de te 
verwachten resultaten. De verhouding tussen de gerapporteerde resultaten voor de monsters binnen 
de serie is wel correct. Aangenomen is dan ook dat er sprake is van een rekenfout. Na 
herberekening door het RIKILT-DLO aan de hand van de bijgeleverde chromatagrammen van het 
verrijkte monster en de testmonsters werden de resultaten gevonden welke zijn weergegeven in 
tabel 4. Later is door de deelnemer zelf bevestigd dat er sprake was van een rekenfout. 
Van laboratorium 1 werden geen chromatagrammen ontvangen. 
De overige deelnemers leverden goede chromatagrammen hoewel enkele deelnemers (oplosbare) 
problemen hadden met het laagste niveau door het gebruik van een langere HPLC-kolom of een 
kolom met een grotere interne diameter waardoor een te lange retentietijd verkregen werd (20 
minuten tegen normaal 1 o minuten). Door de optredende verdunningstaeter wordt dan voor 
chlooramfenicol een lager meetsignaal verkregen wat de nauwkeurigheid beïnvloedt. 
3.3 Statistische evaluatie 
Allereerst werden de gevonden terugvindingspercentages onderworpen aan de Cochran's en Dixon's 
test. De resultaten zijn gegeven in tabel 3. De resultaten van deelnemer 1 werden aangemerkt als 
een •straggler" volgens de Cochran's test. Daarom werden alle resultaten van deze deelnemer 
gecorrigeerd voor het recoverypercentage van 60% (zie ook 3.2). Het resultaat van deelnemer 7 
(1 08%) werd met de Dixon's test gekwalificeerd als uitbijter. Omdat de verdere evaluatie van de 
resultaten is uitgevoerd aan de hand van de gegevens welke gecorrigeerd zijn voor het 
terugvindingspercentage zijn de resultaten van deelnemer 7 verder buiten beschouwing gelaten, 
ook al omdat de betrokken deelnemer de monsters niet in duplo geanalyseerd heeft. Overigens zijn 
de resultaten van lab. 7 op één uitzondering na correct indien correctie plaatsvindt met het 
gemiddeld in de test gevonden terugvindingspercentage. 
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Voor de monsters met een gehalte van 0,9 en 1, 7 Jlg/kg CAP werden geen uitbijters aangetoond 
bij toepassing van de Cochran's en de Dixon's test. 
Bij toepassing van de Cochran's test bij een niveau van 3,9 Jlg/kg CAP werden de resultaten van 
deelnemer 10 aangemerkt als uitbijter. Dit wordt veroorzaakt door de waarneming 9,9 Jlg/kg. Er is 
hier mogelijk sprake geweest van contaminatie. Na weglating van deze waarneming werden de 
resultaten van laboratorium 11 aangemerkt als uitbijter. Het duploverschil tussen de eerste en 
tweede serie van deze deelnemer was voor dit monster tamelijk hoog zonder dat daarvoor direct 
een verklaring te geven was. Er is dan ook besloten de resultaten van dit laboratorium niet te 
verwijderen. 
3.4 Gemiddelde en variatiecoëfficiënt 
De gemiddeld gevonden waarde na uitsluiting van de uitbijters voor het terugvindingspercentage 
bedraagt 70,1 %. Dit stemt goed overeen met het in de methode genoemde percentage van 71,7% 
en ook de variatiecoëfficiënt binnen het laboratorium 0/C,) van 8,2% is vergelijkbaar met de RIKILT-
DLO waarde (7,7%). 
De variatiecoëfficiënt tussen de laboratoria 0/C~ van 18,8% is aanvaardbaar gezien het lage 
toevoegingsniveau van 5 Jlg/kg. Deze variatiecoëfficiënt ligt ruim binnen de door Horwitz et al. (1980) 
vastgestelde normaalwaarde van 32% welke voor ringlesten met een meetniveau van 1 0 Jlg/kg is 
vastgesteld. 
De resultaten voor gemiddelde en variatiecoëfficiënt van de 3 positieve monsters na weglaten van 
uitbijters zijn samengevat in tabel 5. 
Tabel 5 
Gemiddeld gevonden gehalte, de variatiecoëfficiënt binnen de laboratoria en tussen de laboratoria 
zoals berekend voor de positieve monsters na correctie van de gehalten voor de terugvindingsper-
centages en na uitsluiting van de uitbijters 
Monster- verwacht gemiddelde 
nunrner gehalte ~t9/kg jtg/kg VC,(%) VCR( %) 
1 0,9 1, 08 23,5 31,4 
2 1,7 1,85 17,6 21 , 3 
3 3,9 3,91 I 10,3 17,4 
De variatiecoëfficiënt binnen en tussen de laboratoria blijkt niveau afhankelijk. De hoge waarde voor 
het laagste niveau wordt mede veroorzaakt door de individuele keuze van de meetparameters door 
de deelnemers waardoor een aantal van hen moeite had met de kwantificering. 
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Alle gemeten waarden voor de variatiecoêfficiênt binnen de laboratoria liggen ruim binnen de 
waarden welke door de EEG zijn vastgesteld in richtlijn 89/61 0 (1989) voor referentiemethoden 
voor opsporen van residuen. 
De waarden voor VCR voldoen ruimschoots aan de normaalwaarden volgens Horwitz et al. (1980) 
welke bij meetniveau's van 1 en 1 0 J.lg/kg resp. 45 en 32% bedragen. 
De methode voldoet dus ruimschoots aan de criteria voor meting van residuniveau's van 1 tot 10 
j.lg/kg. 
3.5 Vals positieve en vals negatieve resultaten 
In totaal zijn er drie vals positieve resultaten gerapporteerd. Deelnemer 1 rapporteerde éénmaal een 
gehalte van 0,87 J.lg/kg voor een blanco en laboratorium 6 rapporteerde voor één van de blanco 
monsters resp. 2,7 en 7,4 J.lg/kg. Gezien de chromalogrammen van het andere blanco monster van 
dezelfde deelnemer moet hier sprake zijn van externe contaminatie. Wordt dit monster buiten 
beschouwing gelaten dan betekent het dat slechts 1,8% van de blanco analyses als vals positief 
gerapporteerd is. 
Deelnemer 5 heeft voor alle monsters een negatief resultaat gerapporteerd. Voor de mogelijke 
oorzaak wordt verwezen naar paragraaf 3.2. 
Gezien de resultaten van de overige deelnemers is het redelijk om de resultaten van deelnemer 5 
in de discussie over vals negatieve resultaten buiten beschouwing te laten. 
Bij een meetniveau van ca. 1 J.lg/kg werd viermaal een negatief resultaat gerapporteerd. Daarvan 
kwamen er drie voor rekening van deelnemer 1 0. Dit werd veroorzaakt door toepassing van een 
Diode Array detector waarvan de instelling niet optimaal was (zie ook 3.2). 
Daardoor ligt de detectiegrens van deze deelnemer op of boven het niveau van 1 J.lg/kg. 
De vierde vals negatieve waarneming werd gerapporteerd door deelnemer 1. Omdat deelnemer 1 
in dezelfde serie monsters een vals negatief resultaat en een vals positief resultaat heeft 
gerapporteerd is er mogelijk sprake van een verwisseling. Of een te hoge detectiegrens de oorzaak 
was kon niet worden vastgesteld omdat geen chromatagrammen van deze deelnemer ontvangen 
zijn. 
3.6 Detectiegrens 
In totaal is er 59 maal een blanco monster geanalyseerd. Worden de 2 waarden voor één van de 
blanco's van laboratorium 6 buiten beschouwing gelaten dan blijkt dat vrijwel geen enkele 
deelnemer een signaal heeft gemeten in de blanco monsters. 
Bij benadering is voor elk laboratorium aan de hand van de blanco chromatagrammen de detec-
tiegrens vastgesteld. Daarbij is de definitie volgens Freeman (1980) toegepast n.l. de som van het 
gemiddelde blanco signaal plus drie maal de standaarddeviatie. 
10 
De aldus berekende detectielimiet bedraagt gemiddeld 0,5 Jlg/kg. 
3.7 Toepasbaarheid van de methode 
De methode leverde de deelnemers over het algemeen geen praktische problemen op. Eventuele 
problemen met het laagste niveau werden met name veroorzaakt door slechte instelling van de 
detector, een te klein injectievolume {20 Jil i.p.v. 100 Jil) of een te lange retentietijd ( 20 i.p.v. 10 
minuten). 
Goede HPLC resultaten werden verkregen met Chromspher C-18 kolommen {Chrompack, 5 Jlm, I 
= 200 mm, ID = 3 mm), maar ook een andere goede C-18 kolom zoals C18-phenomenex {3 Jlm, 
I = 250 mm, ID = 2mm) bleek een goed resultaat te geven. Belangrijk is wel de kleine interne 
diameter. Kolommen met interne diameters van 4 en 4,6 mm bleken een veel langere retentietijd te 
geven en daardoor een lager signaal. 






















Figuur 1: HPLC chromatagrammen van twee verschillende deelnemers van blanco ei en testmonster 
met 0,9 Jlg/kg (A en B) en van blanco ei en testmonster 1, 7 Jlg/kg {C en D). 
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3.8 GC-MS detectie 
Eén van de deelnemers heeft de monsters niet gemeten met de voorgeschreven methode maar met 
de eigen methode welke zowel voor wat betreft opwerking als meting sterk verschilde van de 
geringteste methode. 
Deze deelnemer vond voor de 4 monsters resp. <0,5; 1,9; 2,5; en 3,0 J.lg/kg. Gezien de resultaten 
kent deze methode enige problemen met de laagste monsters maar in grote lijnen wordt het niveau 
van de testmonsters zoals deze met de beschreven methode bepaald zijn bevestigd met deze 
onafhankelijke methode. 
4 CONCLUSIES 
Het vergelijkend onderzoek met 17 deelnemers toont de toepasbaarheid aan van de beschreven 
methode (bijlage A) voor de bepaling van chlooramtenicolresiduen in vol ei in het con-
centratiegebied van 1 tot 5 J.lg/kg. Acceptabele variatiecoêfficiênt, goede terugvindingspercentages 
en eenvoudige toepasbaarheid zijn de kenmerken van de beschreven methode. 
De onderste grens van aantoonbaarheid voor de methode is 0,5J.lg/kg. De variatiecoêfficiênt tussen 
de laboratoria 0/CrJ bedraagt bij een meetniveau van 1 J.lg/kg 31 ,4%; bij 1,8 J.lg/kg 21,3%; bij 4 
Jlg/kg 17,4% en bij 5 Jlg/kg 8,2%. Deze waarden liggen allemaal ruim onder de normaalwaarden 
vastgesteld door Horwitz et al n.l. bij 1 J.lg/kg 45% en bij 10 J.lg/kg 32%. 
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Tabel 1: Overzicht van de testmonsters bereid t.b.v. de precisie ringtest CAP in ei. 
monster Inweeg Toevoeg i ng %os CAP - gehalte in jJ.g/kg 
kg positief g verwacht bepaald bepaald 
vers gevriesdr 
oefenblanco 5,2 - 26, 1 <0,2 <0 ,2 <0,2 
1 2,5 - 24,3 <0, 2 <0,2 <0,2 
2 2,7 13,55 24,3 1, 01 0,92 (12,8%) 0,99 (3,9%) 
3 2,7 26,84 24,4 2,01 1,74 (5,5%) 1,68 (4,7%) 
4 2,7 +/· 53* 24,4 - 3,99 (6, 1%) 4,18 (4,2%) 
* balans juist buiten het bereik. ( ) = variatiecoëfficiënt berekend over tenminste 6 metingen 
Tabel 2: Resultaten van de ringtest voor de bepaling van chlooramfenicol in ei welke niet 
gecorrigeerd zijn voor terugvindingspercentages. 
Labnr . monster 




1 n.d. n.d. I n.d. 0,48 0,96 2,23 2,36 
0,52 n.d . I 0,54 0,51 1,03 1,01 2,35 2,20 
2 n.d. n.d. 0,56 0,58 1,43 1,30 2,55 2,28 
n.d. n.d. 1 o, 88 0,75 1,48 1,18 2,58 2,40 
3 n.d. n.d. 10,1 13,4 21,4 21,4 48,2 48,2 
4 n.d. n.d. 0,76 0,72 0,96 1,52 3,04 2,68 
n.d . n.d. 0,48 0,56 1,60 1,12 2, 08 2,68 
5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
6 n.d. n.d . 0,95 1,59 1,56 1,49 2, 76 3,49 
6,8 2,2 1, 75 0,91 2,00 2,96 3 ,30 3,44 
7 n.d. n.d. 0,56 0,70 1, 14 1,45 2,64 2,93 
n.d. n.d. 0,78 0, 67 1,04 1,30 2,76 2,76 
8 n.d . n.d. 0,83 0,79 1,45 1, 12 7,64 3,16 
9 n.d. n.d. 0,81 0,93 1,74 1,27 3 ,28 3, 50 
n.d. n.d. 0,81 1,20 1,52 1, 71 3,17 3, 50 
10 n.d. n.d. 0,72 n .d. 0,80 0,60 1,75 5, 14 I 
n.d. n.d. n.d. n.d. 0,91 0,84 1, 91 1,54 
11 n.d. n.d . 0,73 0,77 1,55 1,76 2,96 3,84 
n.d. n.d . 0, 69 0,77 1,29 1,70 2,86 3,81 
12 n.d. n.d. 0,59 0,69 1,09 1,20 2,53 2,85 
n.d. n.d . 0,63 0,64 0,97 1 ,31 2,72 2,76 
13 n.d. n.d . 0, 73 0,73 1,36 1, 50 2,82 3,00 
n.d. n.d. 1,09 0,73 1,41 1, 50 2,86 3, 05 
14 n.d. n .d. 0,80 0,96 1,40 0,95 3,04 2, 7 
n.d. n.d . 0,9 1, 1 1, 20 1,2 2,35 3,0 
15 n.d. n.d. 0,67 0,64 1. 15 1, 11 2,38 2, 20 
n.d. n.d. 0,63 1,06 1, 29 1, 21 2,78 2, 57 
16 n.d. n .d. 0,76 0,85 1,45 1,39 2,91 2,97 
n.d. n.d. 0 ,61 0,32 i 1,24 1,44 ; 2,45 2,82 
gemiddelde* 0,78 jJ.g/kg ! 1,33 jJ.Q/kg T 2,90 jJ.Q/kg 
Sn o,25 jJ.g/kg 1 o,35 IJ.9tkg 1 0,87 jJ.g/kg 
VCR 32 ,3% I 26 , 7"1. I 30,0% 
1. blanco 
2. ei + 1 Jlg/kg 
3. ei + 1, 7 Jlg/kg 
4. ei + 4,2 J19/kg 
n.d. = niet detecteerbaar 
* resultaten van labnrs. 3 en 5 niet meegenomen. 
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Tabel 3: Resultaten recovery-experimenten; additieniveau 5 J19/kg 
Lab nr . Gevonden terugvindingspercentage (%) 
Serie I Serie 11 
1 33 60 
2 79 66 
3 59 -
4 64 76 
5 80 90 
6 81 87 
7 67 74 
8 108 -
9 61 65 
10 60 52 
11 74 69 
12 73 75 
13 75 75 
14 66 64 
15 75 74 
16 67 84 
Gemiddelde: 69,1% 
SR : 18,0% 
VCR : 26,0% 
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Tabel 4: Resultaten van de ringtest voor de bepaling van chlooramfenicol in ei 
welke gecorrigeerd zijn voor het terugvindingspercentage binnen de serie. 
Labnr. Gehalte aan chlooramfenicol in 1!9/kg 
1 I 2 3 i 4 i 
1 n.d. n.d. T n.d . 0180 2167 1160 I 3172 3194 
0187 n.d. 01 90 0185 1172 1169 3192 3167 
2 n.d. n.d. 0170 0187 1180 1197 3123 3,45 
n.d. n.d. 1 1 11 1114 11 86 11 78 3126 3164 
3* I n.d. n.d. 0166 0188 11 64 11 76 3152 3160 4 n.d. n.d. 1118 0194 11 50 11 99 4,74 3151 
I n.d. n.d . 0175 0173 2150 11 47 3124 3151 5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n .d. n.d. 
6* I n.d. n.d. 1117 1183 11 71 1179 3141 4101 
217 714 2116 1105 2147 2178 4107 3195 
7 n.d. n.d. 0183 0194 1155 1175 3193 3195 
n.d. n.d. 1116 0190 1170 1196 4111 3173 
8 n.d. n.d. 0177 0174 1135 1104 7110 2194 
9 n.d . n.d. 11 33 1143 2185 1195 5138 5139 
n.d. n.d . 11 33 1188 2119 2163 5120 5139 
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I 
n.d. n.d. 1120 n.d. 11 34 1115 311 9 2196 
n. d. n.d. n.d. n.d . I 1 151 1123 2192 9190 11 n.d. n.d. 0199 1 11 2 1155 2155 4100 5157 
n.d. n.d. 0193 1 11 2 1174 2146 3186 5152 
I 
12 I n.d. n.d. 0180 0192 1149 11 61 3145 3182 n.d. n.d. 0186 0186 11 32 1176 3,71 3170 
I I 13 n.d . n.d. 0198 0197 I 1182 2100 3178 3199 
I n.d. n.d. 1146 0198 I 1,89 1,99 3,83 4,06 
14 I n.d. n.d. 1,21 1150 I 2111 1148 4159 4,21 n.d. n.d. 1,36 11 72 I 1 181 1,87 3155 4168 15 n.d. n.d. 0,90 0186 1159 11 50 311 9 2,97 
n.d. n.d. 0,87 1143 11 73 1163 I 3,72 3,47 
16 n.d. n.d. 1,13 1,01 1184 1 I 72 I 4,33 3,53 n.d . n.d. 0,90 0,37 211 6 1165 3,65 3, 35 
; ! 
gemiddel de x I 1, 05 J!9/kg 1,82 1!9/kg i 4,05 1!9/kg SR 0,34 J!g/kg 0,40 1!9/kg 1,12 J!g/kg 
VCR ! 32,4% 22,1 % I 27, 7% 




Eieren - Bepaling van chlooramfenicol - HPLC, UV of UVNis Diode Array 
1. Doel en toepassingsgebied 
Deze methode beschrijft de bepaling van chlooramfenicol (CAP) in eieren. De bepaalbaarheidsgrens 
ligt bij 0,001 mg/kg. Het gemiddelde terugvindingspercentage bedraagt 71,7% (n = 20, CV = 7, 7%). 
De toevoegingen waren op het niveau van 0,005 mg CAP/kg. 
2. Principe 
Chlooramfenicol wordt met diethylether/ethylacetaat uit het monster geëxtraheerd. Een aliquot van 
het extract wordt gemengd met n-hexaan en gezuiverd en geconcentreerd over een Sep-Pak® silica 
kolommetje. CAP wordt van de Sep-Pak® geëlueerd met aceton en na droogdampen wordt het 
residu opgenomen in water. Na partitie met tolueen wordt de waterige fase geanalyseerd met 
•reversed phase• hogedrukvloeistofchromatografie gecombineerd met UV of UVNIS diode array 
detectie. 
Vanaf een niveau van 0,005 mg CAP/kg is bevestiging aan de hand van een UV spectrum mogelijk. 
3. Chemicaliën, reagentia en hulpmiddelen 
Waar niet nader gespecificeerd, dienen de genoemde chemicaliën ten minste van p.a. kwaliteit te 
zijn. 
Met water wordt bedoeld: gedemineraliseerd water dat gereinigd is met een Milli Q R installatie of 
water van vergelijkbare kwaliteit. 
3.1. Chemicaliën 
3.1.1. Aceton, Merck no. 14 
3.1.2. Acetonitril, Uvasol, Merck no. 3 
3.1.3. Chlooramfenicol, Sigma no. C 0378 
3.1.4. Diethylether, Uvasol, Merck no. 930 
3.1.5. Ethylacetaat, Uvasol, Merck no. 863 
3.1.6. n-Hexaan, Merck no. 4367 
3.1.7. Methanol, Merck no. 6009 
3.1.8. Natriumacetaat watervrij, Merck no. 6268 
3.1.9. Natriumsulfaat, Merck no. 6649 
3.1.10. Tolueen (vers), Merck no. 8325 
3.1 .11. IJsazijn, Merck no. 63 
3.2. Reagentia 
3.2.1. Acetaatbuffer pH 4,3 (0,01 M) 
Los op 0,82 g natriumacetaat watervrij (3.1.8) in 700 mi water. Breng met behulp van ijsazijn (3.1.11) 
de pH op 4,3. Spoel de oplossing over in een maatkolf van 1 000 mi, vul aan tot de maatstreep met 
water en meng. 
3.2.2. Diethylether/ethylacetaatmengsel - 7,5/22,5 (v/v) 
Meng 7,5 mi diethylether (3.1.4) met 22,5 mi ethylacetaat (3.1.5). Voor iedere serie vers bereiden. 
Per monster is 1 0 mi van dit mengsel nodig. 
3.2.3. Ethylacetaat /n-hexaanmengsel - 22,5/60 (v/v) 
Meng 22,5 mi ethylacetaat (3.1.5) met 60 mi n-hexaan (3.1.6). 
3.2.4. Vloeistofchromatografie-eluens 
Meng 780 mi acetaatbuffer (3.2.1) met 220 mi acetonitril (3.1.2) in een maatkolf van 1000 mi. Filtreer 
het mengsel over een 0,22 Jlm filter (3.3.8). Leid gedurende 5 minuten helium (3.3.1 0) door en 
plaats vervolgens de kolf in een ultrasoonbad (4.3) (± 10 minuten). 
3.2.5. Hoofdstandaardoplossing (1 00 Jlg/ml) 
Weeg af in een 100 mi maatkolf 1 o,o mg CAP (3.1 .3) . Los op en vul aan met methanol (3.1. 7) tot 
de maatstreep en meng. 
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3.2.5.1. Verdunde standaardoplossing (1 J.lg/ml) 
Pipetteer in een maatkolf van 100 mi m.b.v. een glazen volumepipet 1 mi CAP hoofdstan-
daardoplossing (3.2.5), vul aan met water tot de maatstreep en meng. 
3.2.5.2. Standaardmeetoplossingen 
Pipetteer in twee maatkolven van 20 mi m.b.v. glazen volumepipetten 2 en 5 mi van de verdunde 
standaardoplossing (3.2.5.1), vul aan met water tot de maatstreep en meng. De aldus verkregen 
oplossingen bevatten resp. 0,1 en 0,25 Jlg CAP/mi. (Opm. 8.1) 
3.3. Materialen en hulpmiddelen 
3.3.1. Wegwerpspuiten, 50 mi, 10 en 2 mi, Terumo 
3.3.2. Sep-Pak® silica cartridges, Waters no. 51900 of silica SPE Baker (7086-6) 
3.3.3. Afzuigunit geschikt voor Sep-Pak cartridges (3.3.2) 
3.3.4. Puntbuizen, glas, 15 mi, Haak 
3.3.5. Reageerbuisrekken voor 3.3.4 
3.3.6. Afsluitbare centrifugebuizen, 60 mi, Greiner 
3.3.7. Rekken voor 3.3.6 
3.3.8. Millipare filters, 0,22 Jlm, Waters no. GVWP 04700 
3.3.9. Millipare HV filters, 045 Jlm, Millipare no. SJHV 004 NS 
3.3.1 0. Stikstofstroom 
3.3.11. Heliumstroom 




4.1.1. Bovenweger, b.v. Mettier P 1200 
4.1.2. Analytische balans, b.v. Mettier H 14 
4.2. Waterbad, variabele temperatuurinstelling met voorziening voor indampen onder stikstof. 
4.3. Ultrasoonbad 
4.4. Vortex of Vibrofix, variabele toereninstelling 
4.5. pH-meter, b.v. CG 820, Schott 
4.6. Centrifuge, b.v. MSE Mistral 3000E met swingout rotor geschikt voor buizen met 0 16 mm en 
voor buizen 0 28 mm (60 mi). 
4. 7. Ultra-Turrax 
4.8. Rotator, Heidolph type Reax 2 
4.9. HPLC opstelling 
- Vloeistofleveringssysteem, b.v. Model 510, Waters 
- lnjectiekraan, b.v. Rheodyne, no. 7125 
- Recorder + toebehoren, b.v. Kipp en zonen, model BD 41 
- Detector, variabele golflengte, b.v. Kratos 783 
of 
- Diode-array detector, b.v. HP 1040 A, Hewlett Packard 
- Voorkolom: Perisorb CS, 30 J.im, Merck, lengte 10 mm, id 2,1 mm (Chrompack) 
- Analytische kolom: Chromspher C18, 5 J.lm, Chrompack, 2 cartridges totaal lengte: 200 mm, 
id 3 mm. 




Analyseer bij elke serie monsters een blanco monster en een blanco monster met een toevoeging 
van 0,005 mg CAP/kg (Opm. 8.2). Behandel deze monsters identiek als de te analyseren monsters. 
5.2. Monstervoorbewerking 
Maak een homogeen monster door dooier en eiwit te mengen m.b.v. een Ultra-Turrax (4.7). Weeg 
vervolgens 20 gram eihomogenaat af in een 60 mi centrifugebuis (3.3.6). 
5.3. Extractie 
Voeg apart toe aan het monster 7,5 mi diethylether (3.1.4) en 22,5 mi 
ethylacetaat (3.1.5). Sluit de buis af. Plaats de buizen in een rotator (4.8) en roteer/meng gedurende 
20 minuten bij 40 omwentelingen per minuut of meng gedurende 30 seconden bij 2000 rpm op een 
vibromixer (4.4). Centrifugeer de buizen vervolgens 10 minuten bij maximaal toerental van de 
centrifuge (4.6). Bij aanwezigheid van teveel emulsie na één keer centrifugeren wordt de buis 
krachtig geschud en opnieuw gecentrifugeerd. Breng in een trechter een klein propje glaswol en 
vervolgens 3 gram natriumsulfaat (3.1.9). lsoleer 15 mi (zie 8.3) van de heldere organische fase van 
het monster met behulp van een glazen volumepipet en filtreer het aliquot over de natriumsulfaat 
in een erlenmeyer waarin zich reeds 60 mi hexaan (3.1.6) bevindt. Spoel de natriumsulfaat na met 
2 keer 5 mi diethylether/ethylacetaatmengsel (3.2.2) . Wacht na de eerste toevoeging tot de vloeistof 
is doorgelopen. 
5.4. Zuivering 
Plaats de Sep-Pak-cartridge (3.3.2) op een afzuigunit (3.3.3) en was deze achtereenvolgens met 1 0 
mi methanol (3.1. 7), 20 mi aceton (3.1 .1) en 20 mi ethylacetaat/hexaanmengsel (3.2.3). Zorg dat de 
cartridge nooit droog komt te staan. Plaats op de voorbehandelde Sep-Paks een 50 mi 
wegwerpspuit (3.3.1) en zuig de in 5.3 verkregen monsteroplossing door de Sep-Pak. Spoel iedere 
Sep-Pak na met 10 mi n-hexaan (3.1.6) en zuig tot net droog. Elueer CAP van de Sep-Pak m.b.v. 
5 mi aceton (3.1.1). Vang het eluaat op in een glazen puntbuis (3.3.4). Plaats de buis met eluaat 
in een waterbad (4.2) bij 55°C en damp voorzichtig juist droog met stikstof. Neem het residu op in 
0,4 mi water. 
Meng voorzichtig met de Vibrofix (4.4), even laten staan (circa 1/2 minuten), meng nog eens. Voeg 
toe 1 mi tolueen (3.1.1 0), vortex het geheel 15 seconden bij + 1500 rpm, weer even laten staan en 
nogmaals mengen. Centrifugeer gedurende 5 minuten bij 2000 rpm (4.6). lsoleer voorzichtig de (hel-
dere) onderstaande waterfase en filtreer deze door een HV-filter (3.3.9). Het filtraat wordt gebruikt 
voor de HPLC analyse. 
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5.5. HPLC-analyse 
5.5.1 . HPLC-UV detector 
golflengte 285 nm 
gevoeligheid detector : 0,001-0,01 Aufs 







5.5.2. HPLC-Diode Array detector 
golflengte 285 nm 









450 nm (bandbreedte 1 00 nm) 
12 min. 
0,5 mAU 
top, buigpunt, basis 
225-400 nm, stap 2 nm 
5 mAU 
0,6 mi/min. 
0,10 mi of 0,20 mi 
Wacht tot het systeem stabiel is en injecteer vervolgens een aantal malen de werkstandaardoplos-
singen (3.2.5.2) tot reproduceerbare piekhoogten en retentietijden verkregen zijn. 
Injecteer vervolgens de werkstandaardoplossingen, maximaal 5 monsterextracten (5.4) en dan weer 
de werkstandaardoplossingen 
6. Berekening 
Bereken het gehalte aan CAP in het monster met behulp van de volgende formule: 
g = ~~-=-~~! Ve 1 x x 
hst Va M 
g :::::: gehalte aan CAP in het monster in mg/kg 
hm :::::: piekhoogte, in mm, verkregen voor meetoplossing monster 
hb1 :::::: piekhoogte, in mm, verkregen voor meetoplossing blanco 
h51 :::::: piekhoogte, in mm, verkregen voor meetoplossing standaard 
C51 :::::: concentratie standaard oplossing in ug/ml 
V0 :::::: opname volume in mi (normaal 0,4 mi) 
ve :::::: volume extractiemiddel in mi (normaal 30 mi) 
V a :::::: aliquot gebruikt voor analyse in mi (normaal 15 of 10 mi) 
M :::::: ingewogen monster in grammen (normaal 20 g) 
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7. Spectrumevaluatie 
Plot spectra van de top van de piek ten opzichte van het dichtstbijzijnde basispunt voor de 
standaardmeetoplossing en de monstermeetoplossing in één figuur. Het spectrum wordt 
weergegeven van 225 nm tot 400 nm. Voor een positieve identificatie mogen de spectra visueel niet 
of nauwelijks van elkaar verschillen. 
8. Opmerkingen 
8.1. De standaardmeetoplossingen zijn, mits deze koel en donker bewaard blijven, ca. 1 week 
stabiel. 
8.2. Spike, toevoegen van 0,005 mg CAP/kg aan ei. 
Voeg toe aan 20 gram blanco ei 0,1 mi van de verdunde standaardoplossing met een concentratie 
van 1 /19 CAP/mi, meng en laat 10 minuten staan alvorens het extractiemiddel wordt toegevoegd. 
8.3. Gebruik nooit een deel van de emulsielaag tussen monster en extractiemiddel voor de verdere 
analyse. Indien geen 15 mi helder extractiemiddel beschikbaar is, neem dan 10 mi en breng in de 
opvangerlenmeijer 40 in plaats van 60 mi hexaan. 
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Om uit gevriesdroogde materiaal weer een representatief eimonster te maken wordt als volgt te werk 
gegaan. 
Laat het monster op kamertemperatuur komen. Weeg 5,0 g van het gevriesdroogde materiaal af in 
een centrifugebuis (3.3.6, voeg 15 mi gedemineraliseerd water toe, sluit de buis en vortex (4.4) ca. 
15 sec. bij maximaal toerental. Uitrasoneer het monster vervolgens gedurende 5 minuten. Vervolg 
de analyse vanaf 5.3. 
2. Spiken blanco op een niveau van 5 J.IQ/kg 
Bereid het eimonster zoals hierboven onder 1 beschreven is. Pipetteer van de verdunde 
standaardoplossing van 1 Jlg/ml (3.2.5.1) exact 1 00 Jll bij het monster, meng en laat ca. 1 0 minuten 
staan. 
Vervolg de analyse vanaf 5.3. 
ONTVANGSTFORMULIER 
Wij hebben de monsters ontvangen op 
De monsters waren in goede/slechte conditie. 
Laboratorium: 
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